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摘 要 目的：研究氚标记小牛胸腺DNA（3H-小牛胸腺DNA）在大鼠和Beagle犬体内的药动学特征。方法：采用氚水交换法制备
3H-小牛胸腺DNA。取大鼠尾静脉注射高、中、低剂量（15、5、1.67 mg/kg，n＝5）的 3H-小牛胸腺DNA，中、高剂量组大鼠连续给药7

d（第1、7天给予 3H-小牛胸腺DNA，其余时间给予未标记小牛胸腺DNA），低剂量大鼠仅单次给药；另取犬前肢静脉注射高、中、低

剂量（1.5、0.5、0.167 mg/kg，n＝3）的 3H-小牛胸腺DNA，中剂量犬连续给药7 d，低、高剂量犬仅单次给药。分别于第1、7天给药后

0.033、0.25、1、2、4、6、8、12、24 h取血，分离血浆后加入闪烁液并使用液闪计数仪分析，以WinNonlin软件计算药动学参数。结果：

高、中、低剂量 3H-小牛胸腺DNA在大鼠体内的药动学参数分别为：单次给药的AUC0-24 h为（11 742±2 245）、（3 571±851）、（727±

202）ng-Eq·h/g，t1/2为（21.4±5.08）、（13±6.0）、（6.8±1.76）h；重复给药高、中剂量的 AUC0-24 h为（5 706±1 009）、（7 601±1 861）

ng-Eq·h/g，t1/2为（16.0±10.13）、（9±2.7）h。高、中、低剂量 3H-小牛胸腺DNA在犬体内的药动学参数分别为：单次给药的AUC0-24 h

为（4 444±999）、（2 719±139）、（501±101）ng-Eq·h/g，t1/2为（17.6±7.57）、（14.0±1.76）、（16.4±2.39）h；重复给药中剂量的

AUC0-24 h为（3 073±200）ng-Eq·h/g，t1/2为（20.6±6.62）h。结论：3H-小牛胸腺DNA在大鼠与Beagle犬体内单次给药和重复给药均

可被快速消除。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the pharmacokinetic characteristics of tritium-labeled calf thymus DNA（3H-ctDNA）in rats
and Beagle dogs. METHODS：Isotope exchange method was used to synthesize 3H-ctDNA. The rats were given high-dose，medi-
um-dose and low-dose of 3H-ctDNA via tail vein injection（15，5，1.67 mg/kg，n＝5）；high-dose and medium-dose groups were
given 3H-ctDNA for consecutive 7 days（injecting with 3H-ctDNA on first and seventh day and non-labeled calf thymus DNA on oth-
er days）while low-dose group was given 3H-ctDNA just once. Dogs were given high-dose，medium-dose and low-dose of 3H-ctD-
NA via forelimb vein（1.5，0.5，0.167 mg/kg，n＝3）；medium-dose group was given 3H-ctDNA for consecutive 7 days while other
two groups were given 3H-ctDNA just once. The blood samples were collected 0.033 h，0.25 h，1 h，2 h，4 h，6 h，8 h，12 h and
24 h after medication on first and seventh day，respectively. Scintillation solution was added into samples after separating plasma，
and then analyzed with scintillation count. The pharmacokinetic parameters were estimated by using WinNonlin software. RE-
SULTS：Pharmacokinetic parameters of high-dose，medium-dose and low-dose of 3H-ctDNA in rats were as follows：in single
dose，AUC0-24 h were（11 742±2 245）ng-Eq·h/g，（3 571±851）ng-Eq·h/g and（727±202）ng-Eq·h/g，t1/2 were（21.4±5.08）h，
（13±6.0）h and（6.8±1.76）h；in multiple dose，AUC0-24 h of high-dose and medium-dose were（5 706±1 009）ng-Eq·h/g and
（7 601±1 861）ng-Eq·h/g，t1/2 were（16.0±10.13）h and（9±2.7）h. Pharmacokinetic parameters of high-dose，medium-dose and
low-dose of 3H-ctDNA in Beagle dogs were as follows：in single dose，AUC0-24 h were（4 444±999）ng-Eq·h/g，（2 719±139）

ng-Eq·h/g and（501±101）ng-Eq·h/g，t1/2 were（17.6±7.57）h，（14.0±1.76）h and（16.4±2.39）h；in multiple dose，AUC0-24 h of
medium-dose were（3 073±200）ng-Eq·h/g，t1/2 were（20.6±6.62）h. CONCLUSIONS：Single dose and multiple doses of 3H-ctD-
NA are rapidly eliminated in rats and Beagle dogs.
KEYWORDS Tritium-labeled calf thymus DNA；Rats；Beagle dogs；Pharmacokinetics
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小牛胸腺DNA是麻风病血液透析治疗中所使用的吸附材
料，可以起到物理性吸附麻风杆菌的作用，以达到净化血液、

缓解病情的目的。但是，在使用过程中可能有部分小牛胸腺
DNA脱落并进入血液循环系统，从而对患者的健康造成潜在
危险，所以有必要考察其药动学性质及消除特征。由于小牛
胸腺DNA是由大量核酸分子组成的混合物，没有明确的化学
结构与分子质量，具有分子质量大、结构复杂且不确定、易裂
解等特性，因此使用常规的检测手段很难考察其药动学特性
或在体内进行定量测定。考虑到小牛胸腺DNA的以上特点，

本研究采用具有强专属性和高灵敏度的放射性同位素示踪法
对其进行测定[1]。放射性同位素示踪法是一种新型的检测技
术，具有灵敏度高、方法简便、定性定量准确、符合生理条件等
突出优势，在药物代谢与药代动力学（DMPK）研究中具有不可
替代的作用[1-2]。本文参考相关研究[3]，采用放射性同位素——
氚（3H）标记小牛胸腺DNA（3H-小牛胸腺DNA），建立了其在大
鼠和Beagle犬体内的药动学分析方法，在此基础上研究了其
体内药动学特征。

1 材料
1.1 仪器

CT15RT 型离心机（上海天美生化仪器设备工程有限公
司）；5417R与5810R型低温高速离心机（德国Eppendorf AG公
司）；Genie-2G-560涡旋仪（美国VWR公司）；85-1型恒温磁力
搅拌器（金坛市医疗仪器厂）；Tri-Carb3110TR 型液闪计数仪
（美国 PerkinElmer 公司）；XG1.D MXD-0.36型真空脉动灭菌
器（山东新华医疗仪器有限公司）；DYY-8C型电泳仪（北京市
六一仪器厂）。

1.2 药品与试剂

小牛胸腺DNA（珠海键帆生物科技有限公司提供，批号：

20111116，保存条件：4 ℃）；3H-小牛胸腺DNA（中国科学院应
用物理研究所标记制得，批号：20110323，放射性比活度：1.2

mCi/mg，保存条件：4 ℃）；3H液体闪烁液（美国R.J.Harvey仪器
公司）；ULTIMA Gold系列闪烁液（美国PerkinElmer公司）；肝
素钠（上海惠兴生化试剂有限公司，纯度：99％）；葡萄糖注射
液（开开援生制药股份有限公司，含量：10 mg/ml）；异丙醇（国
药集团化学试剂有限公司，纯度：＞99％）。

1.3 动物

清洁级SD大鼠，♀♂各半，体质量 180～220 g，由军事医
学科学院实验动物中心提供，使用许可证号：SCXK（军）

2007-004。Beagle 犬，♀♂兼有，体质量 10～13 kg，由苏州西
山中科实验动物中心提供，许可证号：SCXK（苏）2007-0005。

2 方法与结果
2.1 3H-小牛胸腺DNA的制备

采用 3H与水交换的 3H标记方法。取一定量的小牛胸腺
DNA，以磷酸缓冲液为溶剂，5％氧化钯/硫酸钡（PdO/BaSO4）

为催化剂，50 ℃水浴搅拌反应，除不稳定氚并用水溶解后得
3H-小牛胸腺DNA。

2.2 放射性检测

取 3H-小牛胸腺DNA 5 μl，凝胶板中点样，电泳1 h后将凝
胶条带切分为 10块，分别对凝胶条带、电泳体系缓冲液、空白
凝胶板进行放射性检测。其中，1 μl 原始溶液放射性强度为
8×105 DPM（DPM：每 1 min 衰变数），5 μl 原始溶液总放射性
强度为 4×106 DPM（1.8 µCi）。结果，凝胶条带中总放射性
强度为 3 400 078 DPM，放射性回收率为85％；凝胶条带、电泳

体系缓冲液、空白凝胶板中总放射性强度之和为 3 875 078

DPM，总放射性回收率为96.88％。

2.3 溶液的制备与分析

精密称取一定量的小牛胸腺DNA（未标记化合物），与适

量的 3H-小牛胸腺DNA一起加入至5％葡萄糖溶液中，50 ℃水

浴加热并搅拌至药物完全溶解。为保证混合均匀，给药过程

中药液始终处于涡旋状态。待药液配制完成（给药前）和给药

操作完成（给药后），立即测定药液的放射性计数率。给药前、

后分别定量称取 3份药液，每份 10 µl，甲醇稀释后取 100 µl经

液闪计数仪分析测定，确定药液最终放射性计数率。

2.4 药动学分析方法验证

2.4.1 样品的处理。样品包括标准曲线样品、质控样品、贮备

液样品和受试样品。测定前将样品充分涡旋，取50 µl至闪烁

瓶中，加入闪烁液混合均匀，使用液闪计数仪测定，确定样品

放射性计数率。

2.4.2 线性关系与定量限试验。取不同体积的 3H-小牛胸腺

DNA溶液与大鼠或犬空白血浆混合，使理论放射性强度分别

为15 000、7 500、3 000、1 000、500、150 DPM，依法处理后测定

放射性计数率。以放射性计数率（y）为纵坐标、理论放射性强

度（x）为横坐标，通过线性回归分析，得大鼠血浆中的回归方程

为 y＝1.14x+43.628（r＝0.999 4）、犬血浆中的回归方程为 y＝

34.615x+1.231（r＝0.999 7）。表明 3H-小牛胸腺DNA在大鼠与

犬血浆中检测放射性强度的线性范围均为150～15 000 DPM，

定量限均为150 DPM，RSD分别为7.50％、5.95％。

2.4.3 精密度试验。在大鼠或犬空白血浆中定量加入 3H-小牛

胸腺 DNA 溶液，使放射性强度分别为 300、1 500、12 000

DPM，依法处理后测定，同日内测定6次，连续测定3 d，考察日

内、日间精密度，结果见表1、表2。

表1 大鼠血浆中精密度试验结果

Tab 1 Results of precision test of 3H-ctDNA in rat plasma

加入量（理论放射
性强度），DPM

300

1 500

12 000

日内精密度（n=6）

x±s，DPM

299.7±13.9

1 689.3±81.3

12 776.2±654.7

RSD，％
4.7

4.8

5.1

日间精密度（n=3）

x±s，DPM

287.7±18.2

1 647.6±100.2

12 598.6±628.3

RSD，％
6.3

6.1

5.0

表2 犬血浆中精密度试验结果

Tab 2 Results of precision test of 3H-ctDNA in Beagle dog

plasma

加入量（理论放射
性强度），DPM

300

1 500

12 000

日内精密度（n=6）

x±s，DPM

290.7±18.0

1 438.5±44.8

11 842.2±196.6

RSD，％
6.2

3.1

1.7

日间精密度（n=3）

x±s，DPM

290.1±20.9

1 450.6±55.3

11 806.6±215.3

RSD，％
7.2

3.8

1.8

2.4.4 回收率试验。在大鼠或犬空白血浆中定量加入 3H-小牛

胸腺DNA溶液，使放射性强度分别为300、1 500、12 000 DPM，

直接进样测定和依法处理后测定，并与小牛胸腺DNA溶液直接

测定所得结果进行比较，计算加样回收率和提取回收率。结果
3H-小牛胸腺DNA在大鼠与犬血浆中的放射性强度的加样回

收率分别为（89.8±2.7）％、（108.1±4.3）％、（98.8±7.6）％与

（95.6± 6.2）％、（94.2± 2.2）％、（97.3± 1.8）％，RSD 分别为

3.0％、4.0％、7.7％与 6.4％、2.4％、1.9％，提取回收率分别为

（86.9±4.5）％、（92.3±5.1）％、（90.4±6.6）％、（95.6±6.2）％、

（94.2±2.2）％、（97.3±1.8）％，RSD分别为9.5％、7.4％、11.6％
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表3 大鼠血浆中稳定性试验结果

Tab 3 Results of stability test of 3H-ctDNA in rat plasma

加入量（理论放射性强度），DPM

300

12 000

室温
x±s，DPM

302.8±10.4

12 257.1±269.7

RSD，％
3.4

2.2

冷藏
x±s，DPM

300.8±14.4

12 295.0±321.5

RSD，％
4.8

2.6

冻融（n=3）

x±s，DPM

305.9±17.0

12 335.1±215.8

RSD，％
5.6

1.8

长期
x±s，DPM

294.4±24.8

12 347.1±570.1

RSD，％
8.4

4.6

表4 犬血浆中稳定性试验结果

Tab 4 Results of stability test of 3H-ctDNA in Beagle dog plasma

加入量（理论放射性强度），DPM

300

12 000

室温
x±s，DPM

306.6±6.8

11 920.3±261.4

RSD，％
2.2

2.2

冷藏
x±s，DPM

311.3±12.3

11 917.0±303.7

RSD，％
3.9

2.6

冻融（n=3）

x±s，DPM

305.3±15.6

11 854.8±285.5

RSD，％
5.1

2.4

长期
x±s，DPM

298.0±17.6

11 787.1±538.5

RSD，％
5.9

4.6

与6.7％、10.9％、8.3％，n均为5。

2.4.5 稳定性试验。在大鼠或犬空白血浆中定量加入 3H-小牛

胸腺DNA溶液，使放射性强度分别为 300、12 000 DPM，分别

进行室温（20 ℃放置约 24 h）、冷藏（4 ℃放置约 24 h）、冻融

（－20 ℃反复冻融3次）和长期（－20 ℃放置约30 d）稳定性试

验，结果见表3、表4。

2.5 药动学研究

2.5.1 分组与给药。（1）取大鼠 16只，随机分为高、中、低剂量

（15、5、1.67 mg/kg）组，每组5只，尾静脉注射相应浓度的 3H-小

牛胸腺DNA溶液，中、高剂量组大鼠连续给药7 d，每日给药1

次（第 1、7天给予 3H-小牛胸腺DNA溶液，其余时间给予未标

记的小牛胸腺DNA），低剂量组大鼠只单次给予 3H-小牛胸腺

DNA 溶液。（2）取犬 9只，随机分为高、中、低剂量（1.5、0.5、

0.167 mg/kg）组，每组 3只，前肢静脉注射相应浓度的 3H-小牛

胸腺DNA溶液，中剂量组犬连续给药 7 d，每日 1次，低、高剂

量组犬仅单次给药。分别于第 1、7天给药后的 0.033、0.25、1、

2、4、6、8、12、24 h从大鼠颈静脉插管取血和末次心脏穿刺取

血，从犬前肢静脉丛取血，待用。

2.5.2 血浆样品的处理。采血前每只采血管内加入抗凝剂肝

素钠，采血后立即轻轻晃动，4 ℃下 3 000 r/min（离心半径 1.5

cm）离心 10 min分离血浆，除样品分析期间，所有样品收集后

置于－20 ℃冰箱保存。测定前将血浆样品充分涡旋，加入 3H

液体闪烁液混合均匀后使用液闪计数仪测定。

2.5.3 结果。大鼠血药浓度-时间曲线见图 1，犬血药浓度-时

间曲线见图2。

根据大鼠和犬体内血药浓度，通过Version 5.3 WinNonlin

软件计算，以非房室模型估算药动学参数，结果见表5、表6。

由表 5、表 6中 t1/2可知，3H-小牛胸腺 DNA 在大鼠与 Bea-

gle犬体内单次给药和重复给药均可被快速消除，不存在蓄积

现象。

3 讨论
常用的同位素标记方法主要有化学合成法、生物化学法

与同位素交换法等，较常用的放射性同位素包括 3H、14C、35S、
32P、76Br、125I等[4-5]。一般而言，氚标记法操作相对简单而且氚标

化合物具有相对较高的比活度（SA，单位质量的物质在单位时

间内的衰变量），因此本研究选用 3H作为示踪的放射性核素对

小牛胸腺DNA进行标记[6-7]。

根据《化学药物非临床药代动力学研究技术指导原则》的

要求[8]，本研究使用大鼠与Beagle犬两种动物进行实验，由于

Beagle 犬体型较大，3H 标记样品合成困难且标记成本高，在

Beagle犬药动学实验中每个剂量组共使用3只犬（2♂1♀），同

时采用的给药剂量以不影响分析测定的准确度为准，因此
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图1 大鼠血药浓度-时间曲线
A.单次给药（第1天）；B.重复给药（第7天）

Fig 1 Total radioactive concentration-time curves of 3H-ctD-
NA in rat plasma

A. single dose（1st d）；B. multiple dose（7 th d）

图2 犬血药浓度-时间曲线
A.单次给药（第1天）；B.重复给药（第7天）

Fig 2 Total radioactive concentration-time curves of 3H-ctD-

NA in Beagle dog plasma
A. single dose（1st d）；B. multiple dose（7 th d）
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Beagle犬实验中使用的剂量比大鼠实验要低，由于犬剂量较

低，所以其单次给药和重复给药的血药浓度存在一定差异，还

需要进一步研究。

在小牛胸腺DNA实际使用过程中，可能由于患者的实际

需要而进行多次血液透析，因此其有从透析装置上多次脱落

进而进入体内的潜在可能性。所以本研究同时进行了重复多

剂量考察，由 t1/2结果表明，小牛胸腺DNA在血浆中可被快速

清除且与给药频率无关。需要指出的是，本研究计算所得的

血药浓度（ng-Eq/g）是由检测到的血浆放射性强度（DPM）转化

得到[9]，而由于小牛胸腺DNA结构复杂且难以进行准确的代

谢物鉴定，在血浆中测到的放射性强度实际上是原形小牛胸

腺DNA与其含放射性代谢物的放射性强度之和[10-11]，即药动

学研究的测定对象是组成更加复杂的混合物体系而不仅是原

形小牛胸腺DNA。

本研究建立了 3H-小牛胸腺DNA在大鼠和Beagle犬血浆

中的药动学分析方法，该法专属性强，线性范围良好，精密度、

准确度、回收率及稳定性均符合生物样品分析要求；药动学考

察结果表明小牛胸腺DNA在体内可被快速消除，给药24 h后

在血药浓度均下降至很低水平。这一结果为小牛胸腺DNA提

供了可靠的药动学信息，证明其作为载体材料，使用安全，不

会带来潜在危险和严重副作用。
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表5 3H-小牛胸腺DNA在大鼠体内的药动学参数（n＝5）

Tab 5 Pharmacokinetic parameters of 3H-ctDNA in rats（n＝5）

剂量，mg/kg

1.67

5

15

给药频率
单次
单次
重复
单次
重复

AUC0-24 h，ng-Eq·h/g

727±202

3 571±851

7 601±1 861

11 742±2 245

5 706±1 009

AUC0-∞，ng-Eq·h/g

755±211

4 514±1 133

8 838±2 451

16 601±2 623

7 424±2 205

t1/2，h

6.8±1.76

13±6.0

9±2.7

21.4±5.08

16.0±10.13

MRT，h

2.86±0.53

6±0.74

6.06±1.1

5.67±0.47

5.02±0.73

CLz，（mg/kg）/（h·ng-Eq/g）

0.002 4±0.000 8

0.001 15±0.000 288

0.000 6±0.000 2

0.000 9±0.000 2

0.002 1±0.000 5

Vd，（mg/kg）/（ng-Eq/g）

0.010 3±0.006 1

0.015 933±0.006 028

0.006 2±0.001 934

0.018 8±0.005 4

0.029 2±0.012 9

表6 3H-小牛胸腺DNA在犬体内的药动学参数（n＝3）

Tab 6 Pharmacokinetic parameters of 3H-ctDNA in Beagle dogs（n＝3）

剂量，mg/kg

0.167

0.5

1.5

给药频率
单次
单次
重复
单次

AUC0-24 h，ng-Eq·h/g

501±101

2 719±139

3 073±200

4 444±999

AUC0-∞，ng-Eq·h/g

677±136

3 863±396

5 639±890

6 379±2 512

t1/2，h

16.4±2.39

14.0±1.76

20.6±6.62

17.6±7.57

MRT，h

6.22±0.30

9.36±0.50

11.10±0.62

5.91±1.22

CLz，（mg/kg）/（h·ng-Eq/g）

0.000 2±0.000 1

0.000 1±0.000 0

0.000 1±0.000 0

0.000 3±0.000 1

Vd，（mg/kg）/（ng-Eq/g）

0.004 4±0.001 0

0.002 6±0.000 1

0.002 6±0.000 3

0.004 2±0.000 8
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